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PROCEDE DE CONSERVATION DE VIRUS RECOMBINANTS INFECTIEUX. 

SUSPENSION AaUEUSE VIRALE ET UTIUSATION COMME MEDICAMENT 

L’invention concerne un precede de conservation dc virus 
5 recombinants infectieux, une suspension aqueusc virale, et son utilisation 
comme medicament. 

Les virus vivants ont de nombreuses applications, en particulier 
comme vaccins. Ce sont des particules qui possedent un genome sous forme 
d'ADN ou d’ARN contenant les informations utiles k leur replication, mais qui 
10 ont besoin d’infecter une cellule h6te pour realiser la synthese des proteines 
qui leur sont necessaires. 

Par ailleurs, la possibilite d'integrer dans un genome de virus du 
materiel genetique etranger a permis de creer des virus dits recombinants 
portant un gene d’interet therapeutique utilises pour transferer ce gene 
15 dans des cellules specifiques de patients deficients. C’est le principe de la 
therapie genique. 

La possibilite de traiter les maladies humaines par therapie 
genique est passee en quelques annees du stade des considerations theoriques 
a celui des applications cliniques. La grande majorite des protocoles decrits 
20 jusqu'a present met en oeuvre des vecteurs viraux pour transferer et 
exprimer le g6ne therapeutique dans les cellules a traiter. 

A ce jour, les vecteurs retroviraux sont parmi les plus utilises du 
fail de la simplicity de leur genome, bien qu’ils prescnient une capacite de 
clonagc assez restreinte. 

25 Les adenovirus, quant a eux, offrent plusieurs avantages qui en 

font des vecteurs de choix pour une grande variety d 'applications. En effet, 
ils infectent de nombreux types cellulaires, sont non-integratifs, peu 
pathogenes et peuvent se repliquer dans les cellules en division ou 
quiescentes. A titre indicatif, leur genome est constitue d’une molecule d’ADN 
30 linyaire et bicatenaire d'environ 36 kb portant plus d’une trentaine de 
genes, a la fois des genes prycoces nycessaires k la replication virale (El a E4 ; 
E pour early, signifiant precoce en anglais) et des genes tardifs de structure 
(L1-L5 ; L pour late, signifiant tardif en anglais). 

Les vecteurs adenoviraux recombinants utilises a des fins de 
35 therapie gynique sont deficients pour la replication afin d’eviter leur 
dissemination dans I’environnement et I’organisme hote. D’une manidre 
gencralc, ils sont depourvus de la majority de la region El et certains 
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d ’inflammation Ii6s a I’expression des gdnes viraux resiants. Ils ne peuvcm 
etre propages que par transcomplemeniation des fonctions adenovirales pour 
lesquellcs ils sont deficients. A I’heure actuclle, on utilise essentiellement la 
lignee de complementation 293 (Graham et al.. 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72) 
ou des Ugn4es en d^rivant (Yeh et al., 1996, J. Virol. 70, 559-565 ; Wang et al., 
1995, Gene Therapy 2, 775-783 ; Krougliak et Graham, 1995, Human Gene 
Therapy 6, 1575-1586). 

Les adenovirus sont notamment utilises dans le cas du traitement de 
la mucoviscidose par therapie genique (Pavirani et al., 1996, medecine / 
sciences 12, 25-33). 

Les virus recombinants ne sont cependant utilisables que si leur 
viabilite et leur infectuosite ont ete convenablcment preserves pendant toute 
la periode de stockage. 

Traditionnellement, les adenovirus purifies sont conserves dans 
une solution saline contenant du glycerol de 10 il 30 % (Graham et al., 1991, 
Methods in Molecular Biology, vol. 7, chap. 11, p. 109-127 ; Ed Murrey, The 
Human Press Inc. ; Precious et Russel, Virolog\ , a Practical Approach, 1985, 
chap. 9, p. 193-205 ; ed : BW Mahy, IRL Press, Washington DC ; Kanegae et al., 
Jpn. J. Med. Sci. Biol., 47, 157-166, 1994 et Green et al.. Methods in enzymology, 
vol. LVlll, p. 425-435). Cependant, le glycerol presente I'inconvenient d’etre 
irritant pour I’dpithelium pulmonaire, ce qui peui ctre delicat dans Ic cadre 
d’une administration intratrachdale et intrapulmonairc (par e.xemple pour le 
traitement de la mucoviscidose ou de cancers des voics pulmonaires). De plus, 
si cette solution permet la conservation des adenovirus sous forme congelee, 
elle ne permet pas de maintenir leur activiie a + 4°C au-deli d’une semaine. 

L’addition de sucrose a faible concentration (1 a 5 %) dans une 
solution saline a egalement ete decrite (Precious et al., voir ci-dessus ; 
Huyghe et al.. Human Gene Therapy 6:1403-1416, Novembre 1995, et Hehir, 
Process Development and Production Issues for Viral Vectors & Vaccines, The 
Williamsburg Bio Processing Conference. 2nd annual meeting, 6-9 Novembre 
1995) permettant une stabilite des adenovirus a long terme sous forme 
congelee, mais seulement court terme a + 4“C (llchir, voir ci-dessus). 

La conservation des virus sous forme congelee posant des 
problemes de stockage et de transport, il a egalement etc envisage de 
preserver les virus et les vaccins viraux sous une forme lyophilisee. 
Cependant, cette technique presente I'inconvenient d'entrainer souvent une 
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perte de l'activit6 virale. Pour pallier cela, I’addition d'excipicnts comme les 
sucres (sucrose, glucose, trehalose), permet de maintenir I’activite virale 
sous forme lyophilis6e (WO 95/10601 - Viagene ei EP-0 357 709 - auadrant). 
L’emploi du lactose ou du saccharose a faible concentration (2,5 - 5 %) pour la 
5 preservation du virus vivant attenue sous forme lyophilisee a egalement et6 
preconis6e (JP-88 555465 - Kitasako Inst.). 

Aucune des solutions proposees jusqu’i present n’a permis de 
maintenir I’activite des adenovirus i des niveaux satisfaisants pendant plus 
de 6 mois, tout en evitant les probiemes secondaires tels que les problemes 
10 d'irritation. 

La presente invention remedie aux inconvenients de Tart 
anterieur. Hie a pour objet un procede de conservation k long terme de virus 
recombinants infectieux tant sous forme liquide que sous forme congeiee, 
dans lequel les virus recombinants sont conserves dans une solution aqueuse 
15 comprenant du saccharose k haute concentration. 

En effet, si i’utilisation du saccharose a haute concentration est 
connue depuis longiemps pour conserver les proteines ou autres produits 
biologiques (Timasheef et al.. In Protein Structure, a Practical Approach, 
1989, Ed Creighton, chap. 14, p. 331-345, IRL Press, O.\ford, et Doebbler, 
20 Cryobiology, vol. 3, N° 1, 1966) ou pour la cryopreservation des cellules 
vivantes dans I’azotc liquide (Grout et al., Tibtech, Octobre 1990, vol. 8, p. 293- 
297), elle n’a jamais cte proposee pour la conservation des virus. 

Or, les resultats obienus par la mise cn oeuvre du precede selon 
I'invention ont demontre un effet cryoprotecteur du saccharose a differentes 
25 temperatures de stockage (- 80 *C, - 40°C, - 20*C et + 4°C) et ceci d'autant plus 
que la concentration en saccharose est elevee. 

Avaniageusemeni, les virus recombinants infectieux concernes 
par la presente invention sont des poxvirus, des adenovirus, des virus 
associes aux adenovirus et des retrovirus. 

30 Dans le cadre de I’invention, les virus sont conserves dans une 

solution aqueuse comprenant du saccharose a haute concentration, e’est-a- 
dirc a une concentration superieure k 0,75 M, de preference comprise enire 
0,75 M et 1,5 M, plus preferentiellemcnt encore a une concentration egale a 
1 M. 

35 Selon un mode de realisation avantageux du procede conforme a 

I’invention, les virus recombinants infectieux gagnent en stabilitc quand la 
solution aqueuse utilisee pre-sente un pll basique compris entre 8 et 9, et de 
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pr6f6rence egal k 8,5. 

Ainsi, la solution aqueuse mise en oeuvre dans le cadre de la 
presente invention peut eire une solution tampon choisie parmi le tampon 
Tris, les solutions triethanolamine, diethanolamine, borate/HCl, Glycine / 
NaOH, EPPS [acide N-(2-hydro>o'6thyl) pipera2ine-N’-(3-propanesulfonique)j, 
Bicine, TAPS [acide N-tris (hydroxymethyl) methyl-3-aminopropane 
sulfonique] et tricine. 

Avantageusement, il est possible de stabiliser davantage la capside 
ou I’enveloppe virale des virus conserves selon I’invention en ajoutant a la 
solution aqueuse utilisee, au moins un sel d’un cation divalent choisi parmi le 
MsClj, le CaCl 2 et le MnCl 2 , le MgCl 2 etant prefere. 

Dans le cadre de la presente invention, le sel de cation divalent est 
utilise k une concentration comprise entre 0,1 et 5 mM, de preference entre 
0,5 et 2 mM et encore plus preferentiellement, de I’ordre de 1 mM, 

Selon un mode de realisation avantagcux de procede conforme a 
1 invention, les virus sont conserves dans unc solution tampon comprenant 
un tampon Tris HCl 10 mM, MgCl 2 1 mM, saccharose 1 M, pH 8,5. 

On peut encore ameiiorer la conservation des virus en utiiisant au 
moins un compose stabilisant choisi parmi les sels, de preference 
monovalents tels que le NaCl ou le KCl qui procurent une force ionique a la 
solution, des acides amines tels que Gly, Leu, Lys, Arg, Asp, Val, Glu et les 
composes agissant sur la tension de surface tels que le Tween 80 ou le Triton 
X-100, ces demiers pouvant etre utilises seuls ou cn presence de sels. 

Avantageusement, a titre de compose stabilisant, le NaCl est utilise k 
une concentration comprise entre 0,05 et 1 M, do preference entre 0,1 et 
0,5 M, plus preferentiellement encore entre 0,1 et 0,3 M, la concentration 
consideree comme optimale etant de 0,15 M, et le Tween 80 est utilise k unc 
concentration comprise entre 0,001 et 0,5 % en poids par rapport k la solution 
toiale (soit entre 10 mg/1 et 5 g/1), de preference entre 0,002 et 0,2 % en poids 
et plus preferentiellement encore de Tordre de 0,005 % en poids. 

Selon un mode de realisation prefere, le procede selon I'invention 
met en oeuvre une solution aqueuse de pH environ 8,5 comprenant du Tris- 
HCl 10 mM, du MgCl 2 ImM, du NaCl 0,9 % (ou 150 mM) de Tween 80 50 mg/l 
(0,05 %) et du saccharose 1 M. 

De plus, les virus recombinants infectieux conserves selon Ic 
precede conforme a I’invention, peuvent etre soumis a une lyophilisation. 
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L’invention a cgalement pour objet une suspension aqueuse de 
virus recombinants infecticux dans une solution aqueuse de saccharose a 
haute concentration telle que prdc^demment d6crite. 

Avantageusement, la suspension aqueuse conforme k I’invention 
5 comprend de 106 it 1013 pfu/ml de virus recombinants infectieux. 

La pr^sente invention concerne Cgalement une composition 
pharmaceutique comprenant une suspension aqueuse de virus recombinants 
infectieux telle que ci-dessus d^crite ou obtenue par la mise en oeuvre du 
proc^d6 de conservation conforme k I’invention, en association avec un 
10 v6hicule acceptable d'un point de vue pharmaceutique. Elle peut 6tre 
administr^e par voie syst^mique, en particulier par voie sous-cutande, 
intraveineusc, intracardiaque, intramusculaire, intraperiton^ale, intra- 
gastrique, intratumorale, intrapulmonaire, intranasale ou intratracheale. 
L’administration peut avoir lieu en dose unique ou repdtee une ou plusieurs 
15 fois apres un certain delai d’intervalle. La formulation peut egalement 
inclure d’autres composes tels qu'un adjuvant ou un excipient acceptable 
d’un point dc vue pharmaceutique. Une composition selon I'invention est, en 
particulier, destinee au traitement preventif ou curatif de maladies telles que 
les maladies genetiques (hemophilic, mucoviscidose, diabete, myopathic de 
20 Duchenne et de Becker, ...), les cancers, les maladies virales (hepatites, 
SIDA, ...) et les maladies recurrentes (infections prpvoquees par le virus de 
I’hcrpes, le papilloma humain, ...). 

Enfin, la presente invention est relative k I’usage thcrapeutique ou 
prophylactique d’une suspension aqueuse de virus recombinants infectieux 
25 telle que ci-dessus decrite ou obtenue par la mise en oeuvre du procede de 
conservation conforme k I'invention, pour la preparation d’un medicament 
destine au traitement du corps humain ou animal par th^rapie g^nique. La 
suspension aqueuse peut etre administree directement in vivo (par exemple 
par injection intraveineusc, intramusculaire, dans une tumeur accessible, 
30 dans les poumons par aerosol, ...). On peut egalement adopter I’approche ex 
vivo qui consiste a prelever des cellules du patient (cellules souches dc la 
mobile osseuse, lymphocytes du sang peripherique, cellules musculaires, ...), 
de les infecter par la suspension aqueuse de I’invention selon les techniques 
de i’an et de les readministrer au patient. 

35 La Figure 1 illustre I’influence du pH dc la solution de saccharose 

sur la stability virale. 

La figure 2 illustre I’influence de I’addition a la solution de 
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saccharose de Tween 80 et de NaCI. L’unitc dc I’ordonnce est exprimec en 
pfu/ml. 

D’autres caracieristiques de I’invention apparaitront k la lumiere 
des exemples suivants. 

5 

MAT^R1E[<? ET M&rHODES 

Les exemples qui suivent metient en oeuvre un vecteur adenoviral 
recombinant exprimant soit le g6ne marqueur LaeZ codant pour la p- 
galactosidase d'E coli ou le g^ne th^rapeutique CF codant pour la prot^ine 
10 CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) d^ficiente 
chez les patients atteints de mucoviscidose. A litre indicatif, le vecteur est 
obtenu k partir du genome de I’ad^novirus de type 5 (AdS) d61et6 des regions 
El et E3, et comprend, int6gr6e k la place de la region El, une cassette pour 
I’expression du g6ne marqueur ou therapeuiique (Stratford-Perricaudet et 
15 al.. 1992, J. Clin. Invest. 90, 626-630 ; Roscnfcld ct al.. 1092, Cell. 68, 143-155). II 
peut etre propag6 dans la lign^e 293 (Graham ct al.. 1077, J. Gen. Virol. 36, 59- 
72) complcmentant la fonction El esscniicllc a la replication virale. A titre 
indicatif, la lignee 293 derive dc rein embryonnaire humain et resulte de 
I’int^gration dans ses chromosomes dc rcxircmiic .5' du genome de l’Ad5 
20 (11 %). Les cellules 293 sont disponible.s a I’ATCC {CRL1573) ct sont cultivees 

selon les conditions pr^conisees par Ic founiisseur ou dan.s la litterature. 

Un stock viral primairc est consiiiuc de mani&re conventionnelle 
dans les cellules 293 transfectees par !c vecteur adenoviral decrit ci-dessus. 
On verifie la production de particules viralc.s infcciieuses recueillies apres 
25 lyse des cellules par des cycles consecutifs dc congclation-decongelation, le 
titre de la preparation virale par la methode agar (Graham et Prevec, 1991, 
Methods in Molecular Biology, vol. 7, p 109-128 ; Ed: E. J. Murcy, The Human 
Press Inc.) et Texpression du gene marqueur par coloration au Xgal (4- 
chIoro-5-bromo-3-indolyl-p-galactosidase) selon la procedure de Sanes et al. 
30 (1986, EMBO J. 5, 3133-3142) ou du gene Cl par Western blot a Taide 

d'anticorps specifiques (Dalemans ct al., 1992, Experimental Cell Research 
201, 235-240). La preparation virale peut eirc purifiec et concentree par 
gradient dc densite prealablement a son utilisation. 

35 EXEMPLE 1 : 

Influence du pH sur la stabilitc du virus 

Une suspension virale est preparee dc la maniere suivante. 
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Les cellules 293 sont cultiv^s en CellCube (Costar) dans iin milieu 
CiMEM supplemente avec 7 % de s^rum de veau foetal (PCS). Lorsqu’elles 
atteignent la confluence, ellcs sont infectees par une aliquote du stock 
primaire du vecteur adenoviral exprimant le gdne CF a une m.o.i. 

5 (multiplicity d’infection) de 2. Trente heures apr^s I’infection, les cellules 
qui sont fragilisees, sont detachees par agitation m^canique ou ^ I’aide d’un 
agent chimique et recoltyes par centrifugation h basse vitesse (3 500 rpm 
(ryvolutions par minute) pendant 8 minutes). Elies sont lysees et les 
particules virales libyrees par 3 series de congclaiion-decongyiation et les 
10 debris cellulaires yiimines par centrifugation (3 500 rpm pendant 8 minutes). 
Le virus est puriPiy k partir du surnageant par deux ultracentrifugations sur 
chlorure de cesium (CsCI), la premiere sur coussins de CsCl de density d = 1,25 
et d = 1,40 respectivement (141 000 g pendant 2 heures) et la seconde sur un 
gradient autoformy a partir d’une solution de CsCI de density d = 1,34 
15 (231 000 g pendant 18 heures). 

La bande de virus est recupyree, son litre determine (2 x lOH pfu) 
et la preparation est divisye en 4 lots qui sont soumis h une dialyse a 4*C 
centre 4 fois 250 ml de tampon Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, glycerol 10 %, de pH 

croissant : pH 7,4, pH 8, pH 8,5 et pH 9 respectivement. La stability virale dans 
20 les differents tampons de formulation est etudiec en paraliyie (ytude de 
stability acceleree). Pour cc faire, chaque lot est condiiionne en cryotubes de 
I ml con tenant chacun 100 nl de suspension. Les cchantillons sont incubes 
a 37*C et preleves a to et apre.s 4, 24 et 72 h d'incubation. Ils sont conserves k 

- 20*C jusqu'au titrage. Le titre viral est dyterminc par la methode agar par 
25 reinfection de cellules 293 par diffyrentes dilutions de I’cchantillon a tester. 
Les rysultats sont donnes en pfu (unity formant des plage.s)/ml. 

Les resultats presentes sur la Figure 1 montrenl que la formulation 
a pH basique pryser\'e I’activiiy infectieuse des adenovirus. En effet, le litre 
des preparations formulees dans les tampons i pH 8,5 et 9 sont stables 
.30 pendant 24 heures k 37‘C puis diminuent progressivement au cours du temps. 
En revanche, les virus places dans un tampon a pH 7,4 et 8 perdenl leur 
pouvoir infectieux des le debut de I’incubation a 37°C. Apres 24 heures, les 
litres sont deja tres bas (103 a 10-^ pfu/ml centre de I’ordrc de 10 >0 au depart) 
et les virus ne sont praiiquement plus infectieux au bout dc 72 heures. 


35 
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EXEMPLE 2 : 

Influence dc la concentration en Saccharose sur la 
stability du virus 

Une suspension virale est prepar^e comme ddcrii h I’exemple 1 
5 avec les quelques modifications suivantes : 

• les cellules sont infect^s par le vecteur adenoviral exprimant le g6ne 
LacZ ; 

• les cellules infectees sont lys^es dc manidre mecanique (homogeneiseur 
Silverson ; reference L4R) ; 

10 • les ultracentrifugations en gradient de CsCl sont realisees h I’aide de rotors 

k angle Fixe (235 000 g pendant 2 h pour la premiere et 435 000 g pendant 
1 8 h pour la seconde) ; 

• la dialyse est remplacee par une etape de chromatographic de filtration sur 
gel a 1‘aide de la matrice Trisacryl GF05 LS (Biosepra, reference 259161) 

15 permettant un dessalage de la solution par elimination du CsCl ; 

• les virus sont formulcs dans une solution de Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 1 mM et 
saccharose 1 M d’un pH de 8,5 avant d’etre repartis en 5 lots par dilution au 
1/20 dans les tampons indiques ci-aprcs et prealablement filtres sur 
membrane dc porosite 0,22 |im 

20 Lot 1) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 1 M pH 8,5 

Lot 2) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0,75 M pH 8,5 
Lot 3) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0,5 M pH 8.5 
Lot 4) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0,25 M pH 8,5 
Lot 5) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 I mM Saccharose 0 M pH 8,5 

25 Chacun des lots titre au depart environ 10 lO pfu/ml. La stabilite des 

virus est mesuree en condition acceleree (37*C) sur des aliquotes preievees 
reguliereraent. 

Ij6s resultats sont presentes dans le tableau 1 suivant : 

30 
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Tableau 1 

Influence de la concentraiion en saccharose sur la stabilitd du virus k 37*C 


5 

Titre 

(pfu/ml) 

Temps 

O 

e 


O 



8h 

1,27 X 1010 

1,25 X 1010 

1,22x1010 

1,32 X 109 

2,77 X 106 

10 

24 h 

8,5 X 109 

5,02 X 109 

1,47 x 109 

<101 

<10* 


48 h 

3,82 X 109 

4x107 

3,25 x 106 

<10< 

<103 

15 

72 h 

2,37 X 109 

7,5 X 105 

1,5 x 105 

<101 

<1C^ 


1 sem 

4,5 X 106 

<10< 

<103 

<103 

<102 


2 sem 

2,5 X 102 

5 

<10 

<10 

<10 

20 

1 mois 

<10 

<10 

<10 

<10 

<10 


O Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 1 M, pH 8,5 

® Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0,75 M, pH 8,5 

25 ® Iris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0,5 M, pH 8,5 

O Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0,25 M, pH 8,5 

® Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0 M, pH 8,5 

De cette etude, il ressort que plus la concentration en saccharose 
30 est 61ev6c, plus I’activite virale cst pr^servec (lot 1 plus stable que le lot 2 lui- 
meme plus stable que le lot 3, etc.). En absence de saccharose (lot 5), le 
pouvoir infectieux chute tres rapidement (diminution d’un facteur 5000 des 8 
heures d’incubation). En presence de 0,25 M (lot 4), le titre diminuc 
rapidement mais a un moindre degre (diminution d'un facteur 10 apres 8 
35 heures a 37'’C). En augmentant encore les concentrations en saccharose (lots 
1, 2 et 3), le titre se maintient pendant plus de 8 heures puis decroit 
progressivement au fur ct 4 mesure de I’incubation. La decroissance est 
cependant minime lorsquc la concentration en saccharose atteint IM (lot 1). 
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EXEMPLE 3 ; 

Etude de la sta bility 4 long tcrme dans le tamnnn 

formulation Tris-HCI 10 mM. MeCl, 1 mM. saccharose I M , 

BK&S 

L’^tude est r6alis6e k panir de la suspension vlrale obtenue 
k Texemple 2, dont on ^tudie la stability en conditions long terme k + 4*C et 
- 20*C. Le titre viral est suivi au cours du temps par titrage agar et les 
resultats Indiqu^s dans le tableau 2 ci-apres montrent une stabilite des 
preparations virales formul^es en presence de saccharose 1 M et ^ pH 8,5 
pendant au moins 6 mois. 


Tableau 2 

Etude de stability k + 4*C et - 20°C d’une preparation virale 
formulae en saccharose IM. 


Titres viraux en pfu/ml : 


Temps 

+ 4°C 

- 20*C 

to 

— 

4,8 X 100 

1 mois 

1 X 1010 

9,75 X 100 

2 mois 

9,25 X 100 

1,38x1010 

3 mois 

1,32x1010 

1,05x1010 

6 mois 

1,1 X 1010 

1,0 X 1010 

1 an 

3.7x100 

5,0 X 109 


Le tampon de formulation en saccharose 1 M a egalement etc 
compare au tampon conventionnel (Tris-HCI 10 mM. MgCl 2 1 mM, glycerol 

10 %, pH 7,4). Cette etude a ete men^e i + 4"C sur une suspension virale diluee 
a un titre final d’environ lOio pfu/ml dans les 2 types de tampon. Les 
resultats sont presentes dans le tableau 3 ci-apres. 
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Tableau 3 

Etude de la stability a + 4‘C d'une preparation virale 
formulae en saccharose 1 M ou en glycerol 10 % 



Titres viraux en pfu/ml 

Temps 

0 


t = 0 

2,5 X 1010 

1,0x1010 

t = 1 mois 

ND 

1,2 X 103 

t = 3 mois 

2,5 X 1010 

3,8x103 

t = 6 mois 

2,6x1010 

ND 


OTris 10 mM, MgCl 2 1 mM, saccharose 1 M, pH 8,5 
20 @Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, glycerol 10 %, pH 7,4 

Le titre viral est stable pendant plus de 6 mois a + 4°C lorsque le 
tampon de formulation comprend du saccharose 1 M et a un pH legerement 
basique alors qu’il decroit des le premier mois lorsque Ics virus sont places a 
25 pH neutre et en presence de glyc6rol 10 %. 

EXEMPLE 4 : 

Optimisation du tampon dc formulation 
La suspension virale obtenue k I’exemple 2 est repartie en 2 lots 
30 dilu^s au 1/20 dans le tampon de formulation utilise pour le lot 1) non 
supplemente ou en presence de Tween 80 50 mg/1 (0,005 %) el NaCl 150 mM. 
La stabilite est analysee k 37*C et a 4*C. 

Les resultats de stability acc616ree (Figure 2) montrent que I’ajout 
d’agents conservateurs tels que le Tween 80 et le sel ameliore encore la 
35 stabilite des virus formules en tampon Tris-HCI 10 mM, MgCl 2 1 mM, 

saccharose 1 M, pH 8,5. L’activite infectieuse se maintient pendant 24 h a 
37"C en leur presence au lieu de 8 h eh leur absence. 
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Par ailleurs, la presence des 2 agents conservatcurs ne nuie pas k la 
stabiiite de la preparation virale k + 4°C puisque le titre s’avdre stable 
pendant plus de 6 roois. 


5 EXEMPLE S : 

Stability dans le tampon de formulation Tris-HCl 10 mM. 
MgCIji^ ImM. NaCi 0.9 %. Tween 80 50 mg 11 et saccharose 
1 M. pH 8.5. 

10 Une suspension virale comme decrit k I’exemple 2 formul6e dans 

une solution de Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 ImM et saccharose 1 M est diluee au 
1/20 dans le tampon de formulation suivant ; 


Tris-HCl 

15 MgCl2 

NaCl 

Tween 80 
Saccharose 
pH 8.5 

20 

L’echanlillon est conditionne en cryotubcs dc 1 ml, contenant 
chacun 100 |il de suspension virale. Les cryotubes sont conserves a + 4°C et 
les titres viraux determines a to et rcgulieremcnt dans Ic temps pendant 1 an. 

Les echantillons sont conserves a - 20°C jusqu’au titrage. Les resultats sont 
25 presentes dans le tableau 4 suivant et montrent une stabiiite des virus 
pendant au moins 1 an. 


10 mM 
ImM 

0,9% (150 mM) 
50 mg/1 
1 M 
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Tableau 4 


Temps de conservation k 4"C 

Titre en pfu/ml 

to 

5.5 X 109 

2 semaines 

5,6 X 109 

1 mois 

23x109 

2 mois 

4x109 

3 mois 

5.6x109 

6 mois 

4,5 X 109 

1 an 

2.5 X 109 
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REVFNDICATIONS 

1/ Proc6d6 de conservation de virus recombinants infectieux sous 
forme congeI6e ou liquide, dans lequel les virus sont conserves dans une 
5 solution aqueuse comprenant du saccharose k une concentration sup^rieure 
0,75 M, de preference comprise entre 0,75 M et 1,5 M, plus pr6ferentiel- 
lement k une concentration egale it 1 M. 

2/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 1, dans lequel les virus sont des adenovirus ou des 
10 retrovirus. 

3/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 1 ou 2, dans lequel le pH de la solution aqueuse est 
compris entre 8 et 9, de preference le pH est egal a 8,5. 

4/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
15 selon I’une des revendications 1 i 3, dans lequel la solution aqueuse est une 
solution tampon. 

5/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 4, dans lequel la solution tampon est choisie parmi le 
tampon Tris-HCl, les solutions triethanolamine, diethanolamine, borate / HCl, 
20 Glycine / NaOH, EPPS [acide N-(2-hydroxycthyl) pipcrazine-N’-(3-propane 
sulfonique)], Bicine, TAPS [acide N-tris (hydroxymethyl) methyl-3- 
aminopropane sulfonique] et tricine, le tampon Tris-IICl ctant prefere. 

6/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon I’une des revendications 1^5, dans lequel la solution aqueuse 
25 comprend en outre au moins un scl d’un cation divalent choisi parmi MgCl 2 , 
CaCl 2 et MnCl 2 , MgClz 6tant prefere. 

7/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 6, dans lequel le sel de cation divalent est present dans 
la solution aqueuse a une concentration compri.se entre 0,1 et 5 mM, de 
30 preference entre 0,5 et 2 mM et encore plus preferentiellement, de I’ordre de 
1 mM. 

8/ Procede de conservation dc virus recombinants infectieux 
selon Tune des revendications 1 a 7, dans lequel la solution aqueuse 
comprend un tampon Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 1 mM, saccharose 1 M, pH 8,5. 

35 9/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 

selon Tune des revendications 1 a 7, dans lequel la solution aqueuse 
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comprcnd au moins un coinpose stabilisant choisi parmi les'scls, de 
preference monovalents, les acides amines et les tensio-actifs. 

10/ Precede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 9, dans lequel le sel monovalent est choisi parmi NaCl 
5 et KCl, le NaCl 6tant pr6f6r^. 

11/ Proc6d6 de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 10, dans lequel le sel monovalent est present dans la 
solution aqueuse k une concentration comprise entre 0,05 et 1 M, de 
preference 0,1 et 0,5 M, plus preferentiellement encore entre 0,1 et 0,3 M. 

10 12/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 

selon la revendication 9, dans lequel le tensio-actif est le Tween 80 ou le 
Triton X-100. 

13/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 12, dans lequel le Tween 80 est present dans la solution 
15 aqueuse a une concentration comprise entre 0,001 et 0,5 96, de pr6f6rence 
entre 0,002 et 0,2 %, et plus preferentiellement encore de I'ordre de 0,005 % 
en poids par rapport a la solution totale. 

14/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 13, dans lequel la solution aqueuse comprend un 
20 tampon Tris-HCl lOmM, MgCl 2 ImM, NaCl 150 mM, Tween 80 0,05 % et 

saccharose 1 M, pH environ 8,5. 

15/ Proc6d6 de conservation dc virus recombinants infectieux 
selon I’une des revendi cations 1 a 14, dans lequel la temperature de 
conservation est inf6rieure ou <Jgale k + 4°C. 

25 16/ Proced6 de conservation de virus recombinants infectieux 

selon Tune des revendications 1 i 15, dans lequel les virus en solution sont 
ensuite soumis i une lyophilisation. 

17/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux 
comprcnani unc solution aqueuse de saccharose a une concentration 
30 superieure k 0,75 M, de pr6f6rence comprise entre 0,75 M et 1,5 M, plus 
preferentiellement encore egale 1 M. 

1 8/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 17, caracterisee en ce que les virus sont des adenovirus ou des 
retrovirus. 

35 19/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 

revendication 17 ou 18, dans laquelle le pH de la solution aqueuse est compris 
entre 8 et 9, de preference le pH est egal a 8,5. 
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20/ Suspension aqueuse de virus recombinants Infcctieux selon 
I une des revendications 17 a 19, dans laqueiie la solution aqueuse est une 
solution tampon. 

21/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
la revendication 20, dans laqueiie la solution tampon est choisie parmi le 
tampon Tris-HCI, les solutions triethanolamine, diethanolamine, borate / HCl, 
Glycine / NaOH, EPPS [acide N-(2-hydroxyethyl) pipera2ine-N'-(3- 
propanesulfonique)], Bicine, TAPS [acide N-tris (hydroxymethyl) methyl-3- 
aminopropane sulfonique] et tricine, le tampon Tris-HCI etant prefere. 

22/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
1 une des revendications 17 i 21, dans laqueiie la solution aqueuse comprend 
en outre au moins un sel d’un cation divalent choisi parmi MgClz, CaCl2 et 
MnCl2, MgCl2 etant prefere. 

23/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 22, dans laqueiie le sel de cation divalent est present dans la 
solution aqueuse ^ une concentration comprise entre 0,1 et 5 mM, de 
preference entre 0,5 et 2 mM et encore plus preferentiellement, de I’ordre de 
1 mM. 

24/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
I’une des revendications 17 i 23, dans laqueiie la solution aqueuse comprend 
un tampon Tris HCl 10 mM, MgCl2 1 mM, saccharose I M, pH 8,5. 

25/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux scion 
Tune des revendications 17 a 23, dans laqueiie la solution aqueuse comprend 
au moins un compose stabilisant choisi parmi les seis, de preference 
monovalents, les acides amines et les tensio-actifs. 

26/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 25, dans laqueiie le sel monovalent est choisi parmi NaCl et KCl, 
le NaCI ^tant pref6r6. 

27/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 26, dans laqueiie le sel monovalent est present dans ia solution 
aqueuse k une concentration comprise entre 0,05 et 1 M, dc preference 0, 1 et 
0.5 M, plus preferentiellement encore entre O.l et 0,3 M. 

28/ Suspension aqueuse dc virus recombinants infectieux selon la 
revendication 25, dans laqueiie le tensio-actif est Ic Tween 80 ou ie Triton X- 
100 . 

29/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
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la revendication 26, dans laquelle le Tween 80 est present dans la solution 
aqueuse k une concentration comprise entre 0,001 et 0,5 %, de prdf^rence 
entre 0,002 et 0,2 %, et plus pr^ferentiellement encore de I’ordre de 0,005 % 
en poids par rapport ^ la solution totale. 

30/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
Tune des revendications 17 k 29, comprenant de 10®^ 1013 pfu/ml de virus 
recombinants infectieux. 

31/ Suspension aqueuse selon la revendication 29, comprenant un 
20 tampon Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 ImM, NaCl 150 mM, Tween 80 0,05 % et du 
saccharose IM, pH environ 8,5. 

32/ Composition pharmaceutique comprenant une suspension 
aqueuse de virus recombinants infectieux selon I’une des revendications 17 
30, ou obtenue par la mise en oeuvre d’un proc6dd de conservation des virus 
25 recombinants infectieux selon ies revendications 1 a 16, en association avec 
un vehicule acceptable d'un px)int de vue pharmaceutique. 

33/ Usage therapeutique ou prophylactique d’une suspension 
aqueuse de virus recombinants infectieux selon Tune des revendications 17 a 
30, ou obtenue par la mise en oeuvre d’un proc^d^ de conservation des virus 
30 recombinants infectieux selon les revendications 1 i 1 6, pour la prdparation 
d’un medicament destine au traitement du corps humain ou animal par 
therapie genique. 




pH 7,4 rapH 8,0 «ss]pH 8,5 -“pH 9,0 





Titre en PFU/m! x10E9 
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1. [ X 1 Lea rwondicaiipne n ” 

M rapportent k un objet k M^ard duquel I'administration n'aat pas tenue da proc4dar a la recherche, k savoir: 

Regie 39.1(iv) PCT - Methode de traitement therapeutique du corps humain ou 
animal 

Lee revendioaftions 

sa rapportent k des partiea da la demands Internationale qui ne rempliaaent pas sutfisamment les oonddions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisae etre effectuae, en particulier; 


3.n Let revendications 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees confomiement aux dispositions de la deuxieme et de la 
trcriaibme phrases de la r^e 6.4 a). 


Cadre II Obeenrations - loraqu'H y a absence d'unite de rinvenbon (suite du point 2 de la premiere feuille) 


L'administrBlian chargM da la recherche Internationale a troLA/4 plusieurs inventions dans ia demande Internationale. 4 savoir: 


1 . I I Comme toutes les loJies additionneiies ont i^e payees dam les d^ais par le deposant, le present rapport do reoherche 
' intemationale porte sur toutei les revendicatianB pouvant fairs I’objet dune recherche 


2. I 1 Comme toutes les rseherohes portant sur les revendications qui sV prfitaiont ont pu etre eff ectuaes s«is effort partiouber 
Justifiant une texe addiiiomieQe, I'administration n'a eolticita le paiement d'auoune I axe de oette nature. 


3. I I Comme une poitie aoulement des taxes adcibonnalles demamtees a 6t4 payde dans lea d61 ois par la cttposant, le prtoenl 
rapport de rsoherohe intemationale no porte que sur les revendioationB pour lesquelles les taxes ont M paydes, k savoir 


les raven Aeaiiona n * 


4. I I Aiiounetaxs eddltfonneBe dsmsndde n*a dtd payde dans les ddlab par le ddposant. En consac^ienoe. le present rapport 
do reoherche aitemationale rw porte que sur I'invention mentionnde an premier lieu dans les revandioations; etie est 
oouverte per lea revendicatiorv n “ 


Remarque quant a la reserve 


[ ~[ Les taxes additionneiies eteient aocompagnees d\me rdserve de la part du ddposan 
I [ Le paiement des taxes edditionneAes n'^ait essorti d'aucuns reserve. 
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